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OZET

Bu caligmada ratlarda subakut 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD)’in beyin
dokusu iizerine toksik etkileri ve bu etkilere karsi melatoninin muhtemel koruyuculugunun
arastirtlmasi amaglanmistir.

Calismada 230-250 g agirliginda 28 adet Sprague-Dawley 1rki erkek rat her grupta 7
adet olacak sekilde 4 gruba ayrilmis ve deney siiresi 30 giin olarak belirlenmistir. Kontrol
grubu hayvanlara TCDD’nin ¢oziiciisii olan 0,5 ml musir yagi gavajla ve melatonin
uygulamastyla orantili olarak 0,5 ml s1v1 (9 kisim fizyolojik serum + 1 kisim etil alkol)
periton ici (ip) verilmistir. ikinci gruba (Melatonin grubu) 5 mg/kg melatonin (ip), iiciincii
gruba (TCDD grubu) 500 ng/kg TCDD ve dordiincii gruba (TCDD+Melatonin) ayni
dozlarda TCDD ile es zamanli melatonin uygulanmistir. Son ila¢ uygulamasindan 24 saat
sonra ratlar dekapite edilerek biyokimyasal analizler icin beyin dokular1 ¢ikarilmistir.
Beyin dokusu malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri ile katalaz
(CAT) aktivitesi spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir.

Calisma siiresi boyunca kontrol, melatonin ve TCDD grubu ratlarda baslangic
agirliklan ile deneylerin sonunda Ol¢iilen agirliklar arasinda bir artis (p<0,05) belirlenmis
olmasina karsilik TCDD+Melatonin grubunda ise deneylere baslanan agirliklarda herhangi
bir degisiklik meydana gelmemistir. MDA diizeyinin TCDD grubunda arttig1 (p<0,001) ve
melatonin uygulamasinin bu degeri azalttigi belirlenmistir. TCDD grubunda GSH
diizeylerinin, kontrol grubuna goére azaldigi ve eszamanli melatonin verilen grupta ise
normal seviyelere geldigi goriilmiistir. Beyin dokusu CAT aktivitelerinin ise tiim
gruplarda uygulamalardan etkilenmedigi (p>0,05) tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak TCDD’nin muhtemelen serbest radikal olusumunu artirarak MDA
diizeylerinde artislara, GSH diizeylerinde ise azalmalara neden oldugu, buna karsilik
antioksidan ozellikleri iyi bilinen melatoninin ise bu parametrelerde iyilesmelere neden
oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Dioksin, Oksidatif Stres, Antioksidan, Melatonin, Rat, Beyin.
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SUMMARY

The Effects of Melatonin Against 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin induced

Oxidative Damage in Rat Brain

The aim of this study was to investigate toxic effects of subacute TCDD (2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin) applications and possible protection of melatonin against
these effects on brain in rats.

A total of 28 male Sprague-Dawley rats weighing between 230-250 g were used in
present study. Rats were divided into four groups, each group including seven rats and the
experimental period was 30 days. The control group was treated 0,5 ml corn oil by gavage
and 0,5 ml liquid proportionally melatonin administration (9 parts physiological serum +1
part ethyl alcohol) intraperitoneally. 5 mg/kg dose of melatonin was applied
intraperitoneally for Group 2 (Melatonin group), Group 3 (TCDD group) was given 500
ng/kg TCDD and Group 4 (co-administration TCDD and melatonin) was treated with
TCDD (500 ng/kg) and melatonin (5 mg/kg) simultaneously. After 24 hours the last drug
application rats were decapitated and their brain tissues were removed for biochemical
analysis. The brain tissue malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH) levels and
catalase (CAT) activities were measured spectrophotometrically.

During the study period although there was determined significant increase starting
weight with after experiments weight (p<0.05) in control, melatonin and TCDD groups,
there was no changes in TCDD+Melatonin group. MDA levels increased in TCDD group
(p<0.001) and melatonin treatment reduced this value. GSH levels decreased in TCDD
group compared to control group and normalized in melatonin treated group
simultaneously. Brain tissue CAT activities were not affected (p>0.05) in all groups.

In conclusion, this study showed that TCDD caused increased MDA levels,
decreased GSH levels by increased possible occurring free radical. However, well known
antioxidant properties endogen melatonin may be amelioration in these parameters.

Key words: Dioxin, Oxidative Stress, Antioxidant, Melatonin, Rat, Brain.



SEKILLER LiSTESi

Sayfa No
Sekil 1. Kuzey Amerika’da degisik kaynaklardan dioksin alimi. ...........cccooeeernnneees. 7
Sekil 2. MDA KalibrasyOon €8IIS1 ... cceeeuueireerieiieeeiiiieeeeiieeeeeiitee e et e e e e e e seeeeeeeneeens 19
Sekil 3. Rediikte GSH kalibrasyon e8risi ........ccoecueeeeriiieiriniieeiniiiee e 20
Sekil 4. Gruplara ait beyin dokusu MDA diizeyleri .........cocceeeiriiiieiinieiinniieeenee, 24
Sekil 5. Gruplara ait beyin dokusu rediikte GSH diizeyleri. ..........cccevviieiinnieernnneees. 25
Sekil 6. Gruplara ait beyin dokusu CAT aktiviteleri. ..........ccceeeirniiiirinieiinniieennieees, 26

VI



TABLOLAR LISTESI

Sayfa No

Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) Belirlemis Oldugu TEF Degerleri .......... 3
Tablo 2. Calismada kullanilan ratlara verilen yemin besin madde bilesimi................ 16
23

Tablo 3. Arastirmaya alinan ratlarin canlt agirliklart. ..........oocceeeiiiiiiiniiiiniene,

VII



SEMBOLLER LISTESI

AHR
CAT
DTNB
EPA
GSH
GSH-Px
G6PD
TARC
KCl
MDA
PCB
PCDD
PCDF
ROS
sAMP
SOD
TBA
TCA
TCDD
TEF
TEQ

: Aril Hidrokarbon Reseptorii

: Katalaz

: 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit
: Cevre Koruma Dernegi

: Indirgenmis Glutatyon

: Glutatyon Peroksidaz

: Glutatyon-6-fosfat dehidrogenaz
: Kanser Arastirma Merkezi

: Potasyum kloriir

: Malondialdehit

: Poliklorlu bifeniller

: Poliklorlu dibenzo dioksinler
: Poliklorlu dibenzofuranlar

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Siklik Adenozin Mono Fosfat
: Stiperoksit dismutaz

: Tiyobarbitiirik asit

: Trikloroasetik asit

: Poliklorludibenzo-p-dioksin

: Toksik Etki Faktorii

: Toksik Ekivalan

VIII



1. GIRIS

1.1. Dioksin ve Benzeri Bilesikler

1.1.1. Dioksinler ve Tarihteki Onemi

TCDD veya kimyasal olarak 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin, ¢evrede uzun siire
kalicilig1 olan, yapisal olarak ayni mekanizmayla toksisitesini olusturup canlilarda
biyolojik olarak benzer etkiler gosterebilen genis bir ailenin prototipidir. Dioksinler terimi
polihalojenli dibenzo-p-dioksinler ve furanlarin yerine kullanilabilir. Bu bilesikler gercekte
herhangi bir amag icin iiretilmeyip, endiistriyel iiretim ve basta atik yakma gibi yanma
islemlerinin bir yan iirlinii olarak dogaya saliverilirler. Aym sekilde cesitli amaclar igin
tiretilen polihalojenli bifeniller, naftalenler ve azo/azoksibenzenler de dioksin terimi
icerisinde tanimlanabilmektedirler [1].

Ik olarak dioksin iiretimi ve zehirlenmeleri 1827 yilinda Almanya’da soda
imalatinda insan eliyle yapilmis bir kimyasal iiriin olarak karsimiza ¢ikmaktadir [1]. En
giiclii dioksin olarak kabul edilen TCDD ilk olarak Vietnam savasinda 6zellikle ormanlarin
yok edilmesi amaciyla kullanilan herbisitlerden (Agent Orange) cevreye bulastigi ve
boylece daha iyi tamindigi bilinmektedir. Daha sonralan ise endiistriyel kazalar ve
patlamalar sonucu ortaya c¢iktigi bir¢ok arastirici tarafindan bildirilmistir [2,3]. Yine
Japonya’da 1968 yilinda dioksinlerle bulasik yaglar tiiketen insanlarda subkronik dioksin
zehirlenmesi (Yusho zehirlenmesi) [3,4], benzer sekilde Tayvan’da 1979 yilinda Yucheng
olayr [3,5,6] ve cesitli yanginlarda bu tiir zehirlenme olaylarina rastlanilmaktadir. Son
zamanlarda ise en cok Ukrayna devlet baskam1 Victor Yushchenko’nun 2004 yilinda

zehirlenmesiyle giindeme gelmistir [3,7].

1.1.2. Dioksin Cesitleri ve Toksik Giicleri

Diinya saghik orgiiti 7 poliklorlu dibenzo-p-dioksinler (PCDD), 10 poliklorlu
dibenzofuranlar (PCDF) ve 12 poliklorlu bifeniller (PCB) olmak iizere toplam 29 bilesigi
dioksin ya da dioksin benzeri madde olarak kabul etmektedir. Bu bilesikler genellikle ayni

mekanizmalarla toksisitelerini olusturmakta ancak toksisiteleri arasinda oldukc¢a farkliliklar



bulunmaktadir. Bu yiizden en toksik bilesik olarak kabul edilen TCDD esas alinarak diger
bilesiklerin Toksik Etki Faktorleri (TEF) hesaplanmistir. TCDD’nin Etkili Doz 50
(ED50)’sinden yararlanilarak elde edilen sonuglar diger dioksin benzeri bilesikler igin
uyarlanmistir. TCDD i¢in TEF degeri 1 olarak kabul edilmekte ve diger dioksin benzeri
bilesikler i¢in (1,2,3,7,8 PCDD hari¢, TEF degeri 1) bu degerlerin 1’den diisiik oldugu
kabul edilmektedir. Eger dioksin benzeri bilesikler saf olarak degil de bir karisim halinde
bulunurlar ise bunlarin TEF degerleri karisimin  icerisindeki — maddelerin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve bdylece her dioksin icin ayr1 TEF degerleri yerine
karisimin toplam Toksik Ekivalani (TEQ) olarak kullanilmasi daha uygun olabilmektedir
[1,8]. Dioksin ve benzeri bilesiklere ait TEF degerleri Tablo 1’de sunulmustur [3].

1.1.3. Cevrede TCDD ve iliskili Kimyasallar

Dioksin terimi giiniimiizde 6zellikle medya tarafindan sikca giindeme getirilmekte ve
genel olarak 2,3,7,8 poliklorludibenzo-p-dioksinin kisaltilmigt olarak kullanilmaktadir.
Ancak TCDD 75 iiyeli poliklorludibenzo-p-dioksin ailesinin sadece bir iiyesi ama en
toksik olamidir. Aralarindaki farkliliklari ise yapilarinda bulunan klor atomlarinin sayisi ve
yerlestigi yerlere gore degismektedir. Giiniimiizde dioksin benzeri etkinlik gosterebilen 75
PCDD, 135 PCDF ve 20 PCB bilesigi cevrede tespit edilmis ve iyi bir sekilde

tanimlanmislardir [9].



Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) Belirlemis Oldugu TEF Degerleri

TEF Degerleri
2,3,7,8-Tetra-CDD 1
1,2,3,7,8-Penta-CDD 1
1,2,3,4,7,8-Hekza-CDD 0.1
Dioksinler 1,2,3,6,7,8-Hekza-CDD 0.1
1,2,37,8,9-Hekza-CDD 0.1
1,2,3,4,6,7,8-Hepta-CDD 0.01
OCDD 0.0001
2,3,7,8-Tetra-CDF 0.1
1,2,3,7,8-Penta-CDF 0.05
2,3,4,7,8-Penta-CDF 0.5
1,2,3,4,7,8-Hekza-CDF 0.1
Dibenzofuranlar 1,2,3,6,7,8-Hekza-CDF 0.1
1,2,3,7,8,9-Hekza-CDF 0.1
2,3,4,6,7,8-Hekza-CDF 0.1
1,2,3,4,6,7,8-Hepta-CDF 0.01
1,2,3,4,7,8,9-Hepta-CDF 0.01
OCDF 0.0001
3,3°,4,4-TCB 0.0001
3,4,4’,5-TCB 0.0001
3,3°,4,4°,5-PeCB 0.1
3,3°,4,4°,5,5°-HxCB 0.01
2,3,3’,4,4’-PeCB 0.0001
PCBler 2,3,4,4’,5-PeCB 0.0005
2,3’,4,4°,5-PeCB 0.0001
2°3,4,4°,5- PeCB 0.0001
2,3,3°,4,4°,5-HxCB 0.0005
2,3,3’,4,4°,5°-HxCB 0.0005
2,3’,4,4°.5,5-HxCB 0.00001
2,3,3°,4,4,5,5-HpCB 0.0001




1.1.4. TCDD’nin Toksik ve Biyolojik Etkileri

TCDD’nin kimyasal olarak yagda eriyebilen, reaktif ve nonpolar molekiiler
ozellikleri, bu maddeyi hem sulu hem de yagli ortamlardan biyolojik olarak konsantre
edebilmemize imkan saglamaktadir. Kemiricilerde yarilanma Omiirleri haftalarla ifade
edilirken [9,10] insanlarda bu siirelerin yillar aldig: bildirilmektedir (tek doz uygulamasini
takiben 5,8 yil) [9]. Bu maddelerin biyolojik ve toksik etkileri bircok faktére bagimlidir.
Bunlar kimyasala ait faktorlerden toksik maddenin dozu ve uygulama yolu ile canliya ait
faktorlerden hayvanin tiirii, yasi, irki ve cinsiyetidir [9,12,13]. En ilgin¢ yonii tiirler arasi
duyarliliktaki farkliliklardir. Ornegin kemiriciler arasinda 2500 kat gibi ¢ok yiiksek oranda
oldiiriicti doz 50 (LD50) degerlerinin farklilik gosterdigi bildirilmistir. Sasirtici olan
durum ise akut TCDD toksisitesinde oliimlerin hemen goriilmemesi ve hayvanlarin
anoreksiye bagl olarak birkac giinle birkac hafta icerisinde kotiilesmeleridir. Gida aliminin
azalmasiyla ilgili TCDD’nin direk bir etkisinin olmadigi ancak c¢ok fazla bilginin de

literatiirde yer almadig1 bilinmektedir [9,13].

1.1.5. Etki Mekanizmasi

Hayvanlarda TCDD’nin biyolojik ve toksik etkilerinin olusumunda bu maddenin
proteinler veya niikleik asitlerle birleserek DNA’daki olusturdugu hasarlar i¢cin dogrudan
bir mekanizma ortaya konulmamstir [9,14]. Ancak TCDD’nin toksik etkilerini 6zel bir
protein olan aril hidrokarbon reseptorii (AhR) araciligiyla olusturdugu gosterilmistir. Bu
reseptor araciligiyla meydana getirilen toksik etkinin mekanizmalar1 toksik maddenin
hiicreye girisi, Ah reseptoriine baglanma, reseptor-ligand kompleksinin DNA’ya

baglanmasi, spesifik genlerin olusumu ve olusan proteinlerin etki sekliyle agiklanabilir [9].

1.1.5.1. TCDD’nin Hiicreye Girisi

TCDD’nin hiicreye genel olarak basit difiizyonla girdigi kabul edilmektedir. Tek
basina basit difiizyon ile dioksinlerin hiicreye girisleri ile ilgili bilgiler yetersiz kalmakta
ancak aktif transport yoluyla da hiicreye girisle ilgili deliller yeterince acikliga
kavusturulamamistir. TCDD’nin hiicre biiyiimesini uyardigi, karacigerde yag birikimi ve

epidermal hiicrelerde hiperplastik proliferatif etkilerinin oldugu bildirilmistir. TCDD
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toksistesinde hiicre membranin 6nemli bir yere sahip oldugu ve 6zellikle membran ATPaz
aktivitesinde azalmalara yol acgabildigi gosterilmistir. Yine TCDD’nin epidermal biiyiime
faktoriinii etkileyerek hiicrelerde bu faktoriin etkiledigi reseptorlerin sayisinda artiglara
neden oldugu ve sonucta TCDD’nin dermal toksisitelerinin bu olaya baglanabilecegi

bildirilmektedir [9].

1.1.5.2. Reseptor Protein Olarak Aril Hidrokarbon Reseptorleri

Belirli steroid hormonlarin etki mekanizmasina benzer sekilde TCDD plazma
membranini ¢apraz olarak gecer ve sitozolde Ah reseptorlerine baglanir. Sitozoldeki bu
baglanma reseptoriin transformasyonunu indiikleyerek onun cekirdegi ve dolayisiyla
DNA’y1 etkileyebilecek hale sokmaktadir. Bu deliller TCDD’lerin toksik ve biyolojik

etkilerini Ah reseptorleri vasitasiyla gosterdigini agiklayabilmektedir [9,15].

1.1.5.3. Tiir ve Doku Spesifitesi

Ah reseptorleri memeli ve memeli olmayan bircok tiirde radyoaktif maddeyle
isaretlenerek belirlenmistir. Bu reseptorlerin kemiricilerde, tavsan, koyun, kedi, sincap,
belirli kuslar ve primatlarda yiiksek diizeylerde aktivite gosterdigi, buna karsin kurbaga,
sigir, tirtll, hindi, giivercin ve somon baliklarinda ise tespit edilebilecek diizeylerde
olmadig bildirilmektedir [9]. Son zamanlarda insanlarda yapilan calismalarda Ah
reseptorlerinin akciger, karaciger, bobrek ve plasenta gibi doku ve hiicre kiiltiirlerinde
belirlendigi ortaya konulmustur [9,16]. Ratlarda ise timus, akciger, karaciger, bobrek,
testis, iskelet kasi ve beyinde tespit edilmigken, pankreas, bobrek iistii bezi ve prostat

dokusunda ise belirlenememistir [9,17].

1.1.5.4. Hiicre Ici Lokalizasyonu

Ah reseptoriiniin asil olarak sitozolde yer aldigi, buna karsin reseptor—ligand
kompleksinin ise ¢ekirdekte yer aldigi bildirilmistir. Bazi arastiricilar ise bu reseptorlerin
hem sitozolde hem de cekirdekte lokalize olabildigini bildirmektedirler. Steroid
hormonlarda oldugu gibi reseptor-ligand kompleksi ¢ekirdege boylece gecer ve DNA

tizerine etkilerini gosterebilir [9].



1.1.5.5. Ah Reseptoriiniin Transformasyonu ve Etki Sekli

TCDD’nin yoklugunda Ah reseptorleri biyolojik olarak inaktif formda varliklarini
siirdiirmektedirler. TCDD ile karsilasma durumunda ise bu bilesikle sitoplazmadan
cekirdege gecmeleri halinde DNA ile spesifik olarak etkilesim gosterebilen bir reseptor
halini alabilmektedirler [9,18]. Ah reseptorii-ligand kompleksi DNA’ya baglanir ve
CYP1A1 geninin transkripsiyonunu uyaran gen degistirici olarak etkilerini gosterirler. Bu
olay ¢ok hizli bir sekilde meydana gelir ve protein sentezini de onemli Ol¢iide inhibe
edebilmektedir [9,19]. Sitokrom enzimlerinden CYP1A1 geni dioksinlere cevabi artirict
fonksiyonlara sahip unsurlar olarak goriilmektedir [9,20]. TCDD ve benzeri bilesiklere
kars1 toksisitedeki farkliliklarin asil sebebi, hayvanlardaki Ah reseptorlerinin tiir ve yasa
gore farkliliklar gostermesi ve hiicredeki DNA diizeyleri ile iliskilidir. Insanlarin
kemiricilere gore bu maddelere kars1 daha az duyarli oldugu ve bu durumun da reseptor

duyarhiliklarindaki farkliliklarindan kaynaklandig ileri siiriilmektedir [9,21].
1.1.6. Dioksinlerin Toksikokinetikleri
1.1.6.1. Emilim ve Atilm
Havayla cevreye yayilan dioksinlerin ¢ok ¢nemli bir kismi canlilara gida zinciri
yoluyla ulagirlar. Dioksinlerin gidalarla aliminda en 6nemli faktér bu maddelerin yagda iyi,

suda ¢ok az coziinmesidir. Kuzey Amerika’da yasayan insanlar tarafindan gida zinciri

yoluyla alinan dioksinlerin viicuda giris yollar1 Sekil 1’de gosterilmistir [22].
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Sekil 1. Kuzey Amerika’da degisik kaynaklardan dioksin alimi (toplam 119 pg/giin).

Dioksinler insan ve hayvanlarda baslica agizdan olmak iizere deri ve solunum
yoluyla alinmakta ve emilmektedirler [23]. Mide-bagirsak kanalindan dioksinlerin emilimi
onlarn icerdigi klor atomuyla iligkili olup 4, 5 ve 6 klor atomu igerenlerin iyi emildigi
(%50-90 oraninda olup tasit maddeye bagimli) ve 9-10 klor atomu igeren dioksinlerin ise
daha az emilebildigi belirtilmistir [24,25].

Dioksinlerin en 6nemli atilim yolu diskidir. Diliberto ve ark. ratlarda yaptiklar bir
caligmada uygulamadan 72 saat sonra alinan dioksinlerin %30-80’inin disk1 yoluyla
atildiklarini bildirmislerdir [23,26]. Idrarla atithm ise belirlenememistir. Hayvanlarda
dioksinlerin asil olarak biriktigi yer karaciger ve yag doku olup, bu birikme doza bagh
linear bir durum arz etmektedir. Ancak dioksinlerin emilimlerinde ise doza bagl lineer bir
durum s6z konusu olmayabilmektedir. Solunum yoluyla alinan bu zehirlerin de iyi bir
sekilde emildigi ve oral uygulamadakine benzer bir sekilde yag doku ve karacierde
birikim gosterdigi (sirasiyla %22 ve % 18) ve diskiyla atildiklart gosterilmistir [23,27].
Deri yoluyla uygulama yapilan bir ¢alismada ise 72 saat igerisinde uygulanan maddenin
%12’ sinin emildigini, %13 {iniin ise uygulama alaninda kaldigin1 géstermislerdir [23,28].
Bu yolla uygulamada ise yag dokuya gore karacigerde daha ¢ok (3:2 oraninda) biriktigi ve
yine diski yoluyla atildig1 bildirilmistir [24].



1.1.6.2. Dagilim

Emilen dioksinler kandan iskelet kaslarina, deriye, karacigere ve yag dokuya
cabucak dagilmaktadir. En yiiksek konsantrasyona karacigerde ulastiktan sonra yeniden
dagilim gostererek yag dokuya ge¢gmektedir [23]. Kedderis ve ark. (1991) ratlarda tek doz
caligmasi olarak verilen 2 farkli dozda TCDD’nin (0,5 ve 50 pg/kg) kiiciik dozda kandan
cok biiyiik bir kisminin 1 giin icerisinde temizlenebildigini, 7 saatte karacigerde en yiiksek
diizeylere ¢iktigini, yarilanma omriintin 17 giin oldugunu, yag dokuda ise yarilanmanin 58
giin olarak belirlendigini ortaya koymuslardir. Yiiksek doz uygulamasinda ise dozun 100
kat fazla olmasina karsin karacigerde 700 kat daha yiiksek diizeylerde tespit edildigi
bildirilmistir [23,29]. Dioksinlerin lipofilikligi ve metabolizmaya direngliligi bu

maddelerin yag doku ve karacigerde birikmesine yol agcmaktadir [24,25].

1.1.6.3. Metabolizma

Ratlarda TCDD gibi bilesiklerin karacigerde birikme o0zelligi gosterdikleri ve
sitokrom p450 1A2 mikrozomal enzimlerine baglandiklarin1  gosterilmistir.
Metabolizmanin en Onemli belirtisi ise kimyasalin yapisindaki eslesmemis iki karbon
atomunun mevcudiyeti olarak belirtilmektedir [24]. AhR’ye bagimh sitokrom p450 1A1
ise diger PCDD, PCDF ve PCB kongenerlerinin oksidatif metabolizmasiyla iliskilidir
[24,30].

1.1.7. Dioksinlerin Toksisiteleri

1.1.7.1. Akut Toksisite

Dioksinlerin LD50 degerleri bilesigin kongenerine, tiirline ve hayvana ait
faktorlerden 1rk ve tiiriine gore cok farkli araliklarda olabilmektedir. En zehirli kongener
olarak bilinen TCDD igin laboratuar ratlarinda LD50 22-340 mg/kg gibi genis bir aralikta
seyredebilmektedir. Kobaylarda 0,6-2,1 mg/kg; hamsterlarda ise 1,157-5051 mg/kg olarak
bildirilmektedir. Bu caligmalarin tiimiinde hayvanlarda Wasting sendromu denen kilo

kaybi ile viicut yaginin azalmasiyla karakterize bir sekilde oliimler goriilmektedir. Tek doz



uygulanan hayvanlarin ayn1 zamanda kalp, karaciger, bobrek, mide, kan ve endokrin

sistemleri de ciddi bir sekilde etkilenmektedir [31].

1.1.7.2. Kronik Toksisite

Hayvan calismalarinda oral yolla alinan dioksinlerin basta karaciger, mide-bagirsak,
kan, deri, viicut agirlig1 degisiklikleri, endokrin sistem, immun sistem, norolojik, iireme ve
gelisimle ilgili fizyolojik olaylar1 etkileyebildigi gosterilmistir [31]. Fare ve sicanlarda
kronik (90 giinlik uygulama) dioksin uygulamalarinda minimal etkinin 45 ng/kg
dozlarinda goriilmeye basladigr ve oOzellikle reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artislar

meydana getirdigi bildirilmistir [32].

1.1.7.3. Ozel Toksik Etkiler

1.1.7.3.1. Mutajenik Etkiler

Dioksinlerin mutajenitesi ile ilgili caligmalar tartismali bir hal gostermektedir.
Endiistriyel dioksinlere maruz kalan annelerde, fetiisa ait dokularda kromozom kirilmalar
gozlenirken, klorakne tedavisi goren hastalarda bu durum goézlenmemistir. Ayn1 sekilde
deney hayvanlarinda yapilan calismalarda da dioksinlerin gii¢lii genotoksik etkilerinin

olduguna dair belirtiler cok yoktur [31].

1.1.7.3.2. Karsinojen Ozellikleri

Dioksinler Cevre Koruma Ajansi (EPA) ve Kanser Arastirma Merkezleri (IARC)
tarafindan Grup 2B (hayvan c¢alismalarinda yeterli delili olan, insanlarda yetersiz)
kanserojen maddeler sinifinda bildirilmektedir [31]. Ratlarda yapilan ¢alismalarda dioksin
ve benzeri bilesiklerin ¢esitli sarkom ve karsinomlarla karakterize kanser cesitlerine neden
olduklart gosterilmistir. Epidemiyolojik c¢alismalarda bu bilesiklerden etkilenen
hayvanlarin kanserden 6liim ve bazi spesifik kanser ¢esitlerinin (yumusak doku karsinomu,
hogkin olmayan lenfoma, solunum yolu ve gastrointestinal kanserler) insidenslerinde
onemli artiglar bildirilmektedir. Yine TCDD’nin tiim6r dokusunu ilerletici 6zelliginin de

oldugu bilinmektedir [31].



1.1.7.3.3. Cesitli Organ Toksisitesi

Insanlarda TCDD‘ye maruz kalmanin en Onemli belirtileri klorakne,
hiperpigmentasyon, konjuktivitis ve mukoz zarlarin irritasyonuyla kendini gosteren deri
toksisiteleridir. Karacigerde TCDD ve benzeri bilesikler basta porfirinler ve
hiperkolesterolemi ile birlikte serum enzimlerinde 6nemli artiglara neden olmaktadirlar.
Karaciger hasar1 ve kiitlesinde artislar yaparak agik bir sekilde hepatotoksik bir madde

olarak kabul edilmektedir [24].

1.1.7.3.4. immunotoksik Etkiler

TCDD ve benzeri bilesiklerin immun sistemi baskilayici 6zellikte bir madde oldugu
laboratuvar hayvanlarindaki ¢alismalarda ortaya konulmustur [33,34]. TCDD’nin sitozolik
bir reseptor olan Ah reseptorii aracilifiyla immun sistemde baskiya yol acgtigr ileri

suiriilmektedir [33].

1.2. Dioksinler ve Oksidatif Stres

Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alismada dioksinler ve oksidatif stresin birbirleriyle ¢ok
yakin iligki kurdugu ve bu maddelerin canlilarda bu yolla toksik etkileri baslattig
bildirilmektedir. Oksidatif stresin hiicresel bulgularindan reaktif oksijen tiirlerinin etkisiyle
lipitlerin peroksidasyonu, siilfidril gruplarinin azalmasi, membran akiciliginin artmasi ve
DNA zincir kirilmalar1 bu maddelere maruz kalan hayvanlarda agik¢a ortaya konmustur.
Ayrica bir¢ok antioksidan maddenin deney ortamlarinda dioksin ve benzeri bilesiklerin
toksik etkilerini hafiflettikleri ve 6liimleri azalttiklar: belirtilmektedir [35].

Serbest radikaller son yoriingelerinde eslenmemis elektron tasiyan molekiillerdir
[36]. Bu stabil olmayan bilesikler protein, lipit, karbonhidrat ve niikleik asit gibi
molekiillerle etkilesmesini saglayacak bir enerji meydana getirir. Serbest radikaller
biyolojik sistemler iizerindeki en biiylik hasari reaktif oksijen tiirii (ROS) olarak da
adlandirilan serbest oksijen radikalleri ile gerceklestirirler. Bunlarin asil meydana geldigi
yer aerobik solunum yapan canli hiicreleridir. ROS, bir¢ok ultraviyole 1ginlar, metallerin

yikimlanmasi, ¢evresel kirleticilerin atmosferde bulunmasi ve canlilar tarafindan alinmasi,
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inflamasyon esnasinda notrofil ve makrofajlar tarafindan, mitokondriyal elektron transport
zinciri ve diger cesitli mekanizmalar tarafindan olusturulur [37,38].

ROS, hem oksijen radikalleri icin hem de radikal olmayan tiirevleri i¢in ortak
kullanilan bir terimdir. Tiim oksijen radikalleri ROS olarak kabul edilmekte ancak tiim
ROS iiriinleri oksijen radikali olmayabilmektedir. Serbest radikal olarak kabul edilen ROS
iiriinleri siiperoksit (O,"), hidroksil (OH"), hidroperoksil (HO3), peroksil (RO,"), karbonat
(COs3 ) ve singlet oksijen (O) tiirevleri sayilabilmektedir. Radikal olmayan ama ROS’a
neden olabilen maddelerin bazilar1 ise hidrojen peroksit (H,O,), peroksinitrit (ONOO )
reaktif klor tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleridir [39].

Biyolojik sistemlerde ROS’un, hem yararli hem de zararli etkilerinin oldugu
bilinmektedir [40,41]. ROS’un yararh etkileri arasinda cesitli mikroorganizmalara karsi
savunma ve cesitli hiicre i¢i sinyal sistemlerine karsi cevap olusturmada fizyolojik rol
oynamasi bulunmaktadir. Ancak bunlarin yaninda yiiksek konsantrasyonlardaki ROS ise
basta hiicre membranindaki lipitler olmak iizere protein ve niikleik asitler gibi hiicresel
yapilara zarar vermekte ve bu zarar oksidatif hasar olarak isimlendirilmektedir [42].
Viicutta bu zararh etkiler antioksidan savunma mekanizmasi tarafindan dengelenir [43].
Her ne kadar hiicrede ROS’un meydana getirdigi oksidatif hasara karsi antioksidan
savunma sistemleri yanit olustursa da hayat boyunca oksidatif hasar olusmakta ve yashlik,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, norodejeneratif bozukluklar ve cesitli kronik

hastaliklar gibi yasa bagh durumlar meydana gelmektedir [44].

1.2.1. Antioksidanlar

Antioksidan terimi stabilizasyon yetenegi olan ya da serbest radikallerin hiicrelere
verecegi muhtemel reaksiyonlar: Onleyebilen molekiillerdir. insan ve hayvanlar
birbirleriyle sinerjik olarak c¢alisan ve hiicreleri serbest oksijenlerin hasarlarina karsi
koruyabilen enzimatik ve enzimatik olmayan oldukc¢a kompleks antioksidan sistemlere
sahiptirler.

Ideal bir antioksidanin fizyolojik diizeylerde kolayca emilebilmesi, serbest radikalleri
siipiirebilmesi ve metallerle selasyon yapabilmesi gerekir. Ayrica sulu ortamlarda ve hiicre
membraminda etkili olabilmesi ve olumlu yonde gen ekspresyonunu etkileyebilmesi
gerekmektedir. Endojen antioksidanlar hiicresel fonksiyonlari en yiiksek diizeyde tutmakta

ve sonugta saglikli olmada 6nemli rol oynamaktadirlar. Oksidatif stresin arttigi durumlarda
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endojen antioksidanlar yetersiz kalmakta, optimal hiicresel fonksiyonlarin korunmasi icin
ise diyetle eksojen antioksidanlara ihtiya¢ duyulabilmektedir. En etkili enzimatik
antioksidanlar GSH, CAT ve superoksit dismutazdir (SOD). Indirgenmis glutatyon,
vitamin E ve vitamin C, melatonin, karotenoidler ve dogal flavonoidler ise enzimatik

olmayan antioksidanlardir [44].

1.3. Melatonin

Omurgali hayvanlarda hipofizden salgilanan melatonin hormonunun bugiin bir¢ok
hiicre ve doku tarafindan da olusturuldugu bilinmektedir. Ancak memelilerde kan
melatonin diizeyleri hala yalmizca hipofizden iiretilebilmektedir. Diger organlardaki
melatoninin lokal etkili bir otakoid, parakoid veya antioksidan olarak kullanildig
goriilmektedir  [45,46]. Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) ilk olarak sigir
hipofizinden izole elde edilmistir [46,47]. Ozellikle memelilerde bu maddenin olusumu ve
salinmmi1 geceleri uyku sirasinda artmakta ve kan diizeyleri yiikselmektedir. Gece
olusabilen melatoninin N-asetil serotonin {izerine hidroksiindol-O-metiltransferaz etkisiyle
olustugu kabul edilmekte ve bu enzimin melatonin sentezinde kontrol noktasi olarak gorev
yaptig1 bildirilmektedir [46,48].

Melatonin memelilerde hiicre membraninda yerlesen melatonin reseptorleri (MR1 ve
MR?2) aracilignyla ve ikincil ulak olarak ise G proteinleriyle birleserek etkilerini gosterir.
Bu maddenin hiicre membranlarim1 kolayca gecip hiicrenin sitozol ve cekirdegine de
ulagabildigi ve etkileyebildigine dair bilgiler giiniimiizde bildirilmektedir. Bu bilgiler
ozellikle melatoninin antioksidan enzimlerle nasil bir iliski kurabildiklerini ac¢iklamada
onemli ipuclar verebilmektedir [46,49].

Melatoninin son yillarda serbest radikal siipiiriiciisii bir madde oldugu [46,50] ve bu
konuda oksidatif stresi Onleyebildigine dair ¢ok sayida arastirma yapilmistir [46,51,52].
Oksidatif stresle miicadelesinde temel olarak serbest radikalleri dogrudan bir etkiyle
siipiiriicii 6zelligi [46,53], antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirici [46,54,55] ve
glutatyon gibi intrasellular antioksidan maddelerin sentezini uyarmasi [56], mitokondriyel
elektron transfer zincirinden elektron sizintisim azaltarak [57] ve diger antioksidan
maddelerle sinerjik etkilerinden kaynaklanmaktadir [58]. Ustelik melatoninin serbest
radikalleri  siiplirdiigiinde  antioksidan ozellikleri daha da ag¢ik bir sekilde

goziikebilmektedir [53].
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Melatonin hiicre membraninda ve bazen de c¢ekirdeginde reseptorlere sahip
olmalarina karsin serbest radikal siipiiriiciiligiinii dogrudan bir etkiyle reseptorlere ihtiyag
duymadan gergeklestirmektedir. Ciinkii melatonin tiim bariyerleri kolayca gecebilmekte ve
hiicrelere kolayca girebilmektedir. Oksijen ve nitrojen kaynakli radikaller ile de miicadele
edebilse de asil olarak hidroksil radikalini siipiiriicii 6zelligi daha yaygindir [S50]. Yapilan
calismalar, melatoninin hidrojen peroksit, singlet oksijen, hipokloroz asit, siiperoksit
anyonu, nitrik oksit, peroksinitritler ve diger bir¢cok radikalleri siipiirebildigini ortaya
koymaktadir [46].

Melatonin elektrondan zengin aromatik indol halkasina sahiptir ve elektron vericisi
olarak fonksiyon gormesiyle elektrofilik radikallerle miicadele icin Onemli bir avantaj
saglamaktadir. Melatoninin redoks siklusuna ugramadigi ve antioksidan bir madde oldugu
bildirilmektedir [46,59].

Melatonin mitokondriyel diizeylerdeki etkileriyle hiicrelerin normal yasamlarinin iyi
olmasini ve apoptozise ugramalarimi Onleyerek bir¢cok olumlu etkiye sahiptir [46,57].
Boylece melatonin normal hiicrelerde elektron transferini ve ATP {iiretimini artirarak
elektron transport zincirini ve oksidatif fosforilasyonu etkiler. Ozellikle apoptozise karst
hiicreleri korumasi bu maddenin antioksidan icerigindeki indolaminlerin serbest radikal
siipiiriicii aktivitesine baghdir [46,60]. Ilgin¢ olan ise tiimor hiicrelerinde melatoninin
apoptozis ile hiicre 6liimlerini daha da artirabilmesidir [46,61].

Yukarida sayilan dogrudan serbest radikal siipiiriicii 6zelliklerine ilaveten
melatoninin basta GSH-Px, SOD ve CAT gibi antioksidan enzim aktivitelerini de uyararak
oksidatif stresle miicadelede Onemli gorevler yaptigr bildirilmektedir. Bu enzim
aktivitelerindeki artislani bir¢ok tiirde ve cesitli dokularda hem fizyolojik hem de
farmakolojik dozlarda yapabildigi ortaya konulmustur. Ayni sekilde intrasellular bir
antioksidan olan GSH diizeyleri melatonin tarafindan oksidatif streste normal tutulmaya
calisildigi bildirilmesine [46,56] karsin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamistir.
Yine bircok prooksidan enzim aktivitesinde melatoninin negatif yonde bir etkisinden soz
edilmekte ve oOzellikle NO sentaz olarak bilinen 5 ve 12 lipoksijenazlar melatonine bu
anlamda iyi cevap verebilirler [46,62]. Melatonin reseptorii olarak diisiiniilen quinon
rediiktaz 2 [46,49] enzimine baglanan melatonin prooksidan quinonlarin detoksifiye
edilmesinde Onemli gorevler yaptigi bildirilmektedir. Ayrica antioksidan o6zellikleri iyi

bilinen vitamin C ve vitamin E ile kombine uygulandiginda oksidatif strese karsi aralarinda
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sinerjik etkiler goriilmekte [46,58], aym1 dozlarda tek baglarina kullamldiginda ise bu

vitaminlerden daha giiclii antioksidan 6zellikleri oldugu ileri siiriilmektedir [46,63,64].

1.4. Amacg

Giiniimiizde endiistrinin gelismesiyle birlikte bircok zehirli madde iiretilmekte ve
degisik sekillerde cevreye yayilmaktadir. Bunlardan dioksin ve benzeri maddeler 6zellikle
zehirliliklerinin yiiksek olmasi ve canlilarda ¢ok 6nemli yalin ve 6zel zehirli etkilere sahip
olmalart bakimindan biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada dioksinler grubunun en
toksik bilesigi olarak bilinen TCDD’nin si¢anlarda merkezi sinir sisteminin en Snemli
yapisi olan beyin {izerine muhtemel olumsuz etkilerinin belirlenmesi ve olusacak
toksisiteye karst endojen bir hormon olan melatoninin disaridan yiiksek dozlarda
verilmesiyle bu toksik etkilere karst muhtemel koruyucu etkilerinin belirlenmesi

amaclanmstir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullanmilan Alet ve Cihazlar

Spektrofotometre

Spektrofotometre kiiveti ( normal ve kuvartz)

Sogutmal1 santrifiij
Inkiibator

Homojenizator

pH metre

Vorteks

Su banyosu

Derin dondurucu (-20 °C)
Hassas terazi (0,001g - 150g)
Bidistile su cihazi

Manyetik karistirict

Balon joje (5, 10, 25, 50 ml)
Beher (25, 50, 100 ml)

Cam tiip (16x100 mm)

Erlen (25, 50, 100, 250 ml)
Mikro pipet (10-100,100-1000 pl)

Mavi ve sar1 pipet ucu

2.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Techcomp UV 7500

Hettich Universal 320R
Niive FNsqg

B.BRAUN 853022
WTW pH 3401

Velp Scientifica 10.0176
Niive NB9

Arcelik 2553 D

Denver instrument Apx-153
GFL 2104

Colara Magnetomix
Isolab

Isolab

Isolab

Isolab

Thermo Labsystems

Isolab

Arastirmada kullanilan TCDD AccuStandard® (Katalog No: D404S, USA);

melatonin ise Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan satin alindi. Analizlerde

kullanilan diger sarf malzemeleri analitik diizeyde olup Sigma firmasindan temin edildi.



2.1.3. Deney Hayvanlan

Aragtirmada kullamlan deney hayvanlari Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Birimi’nden (FUDAM) temin edildi. Ortalama agirliklar: 230-250 g olan 6-8 haftalik 28
adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullanildi. FUDAM’da gerceklestirilen calismalarda
sicanlar standart sartlarda (sabit ve 1s1 havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat
karanlik olmak iizere) bir kafeste en fazla 4 hayvan olacak sekilde kafeslerde barindirildi.
Sicanlara taze su ve yem ad libitium olarak verildi. Sicanlarin beslenmesinde Elazig Yem
Fabrikasindan temin edilen 8 mm’lik rat pellet yemleri kullanildi. Ratlarm beslenmesinde
kullanilan yemin bilesimi Tablo 2’de gosterilmistir.

Deney hayvanlarinin secimi ve yapilan uygulamalar sirasinda Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (Toplant1 tarihi 10.06.2009; Toplant1 Sayisi: 22; Karar No:
42) onay1 alinarak; calisma standart deneysel hayvan ¢aligmalan etik kurallarina uygun
olarak yapildi. Deney siiresi bir ay olarak belirlendi.

Ratlarin bir ay boyunca haftada bir canli agirlik tartimlan yapilarak ¢calisma sonunda
canli agirlik ortalamalar1 degerlendirildi. Ayrica calisma periyodu boyunca oOlen

hayvanlarin 6liim giinleri de kaydedildi.

Tablo 2. Caligmada kullanilan ratlara verilen yemin besin madde bilesimi

Yem Bilesimi Oran

Su (en cok) 0 12

Ham protein (en az) % 24

Ham seliiloz (en ¢ok) % 7

Ham kiil (en ¢ok) % 8

HCL’ de ¢oziinmeyen Kkiil (en ¢ok) % 2

NaCl (en ¢ok) % 1

Mineral Karmasi * % 1.25
Vitamin Karmas ** % 1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

* Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0 -2.8 ), Fosfor (% 0.9), Sodyum (% 0.5-0.7), Mangan (10 mg/kg), Cinko
(4 mg/kg).

** Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 iii/kg), Vitamin D (1000 iii’kg), Vitamin E (60 mg/kg), Vitamin B2 (4
mg/kg).
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2.1.3.1. Deney Gruplari

Her grupta 7 hayvan olacak sekilde ratlar 4 gruba ayrilds;

1. Grup (Kontrol): 30 giin boyunca hayvanlara giinlitk olarak 0,5 ml misir yagi
gavajla uygulandi. Melatonin uygulamasiyla orantili olarak 0,5 cc sivi (9 kisim
fizyolojik serum + 1 kisim etil alkol) periton ici verildi.

2. Grup (Melatonin): 30 giin boyunca hayvanlara giinliik olarak 5 mg/kg dozunda
melatonin (200 mg melatonin 10 ml etil alkolde ¢6zdiiriiliip fizyolojik serumla
9/1 oraninda seyreltildi) periton i¢i verildi.

3. Grup (TCDD): 30 giin boyunca giinliik olarak 0,5 ml misir yag: icerisinde 500
ng/kg dozunda TCDD gavajla uygulandi.

4. Grup (TCDD+Melatonin): 30 boyunca giinlik olarak 0,5 ml misir yagi
icerisinde 500 ng/kg dozunda TCDD gavajla es zamanli 5 mg/kg dozunda
melatonin periton i¢i verildi.

Calismada kullanilan TCDD’nin dozu Hassoun ve ark., [65] melatoninin dozu ise

Atessahin ve ark., [66] ile Jayanthi ve ark., [67] tarafindan 6nerilen dozlardan secilmistir.

2.1.4. Orneklerin Alinmas: ve Hazirlanmas:

Son ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra ratlar hafif bir eter anestezisine alinarak
dekapite edildi. Kafataslar uygun bir makasla agildiktan sonra tiim beyin dokular alindi.
Alinan beyin dokusu tam iki esit kisma ayrildi. Ik kisimdaki ornekler biyokimyasal
analizler i¢in (malondialdehit ve GSH diizeyleri ile katalaz aktivitesi) -20 °C’de muhafaza

edildi. Geri kalan ikinci kisim ise baska amaclar i¢in saklandi.
2.1.4.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan alinan dokular tartilip cam tiiplere konuldu. Uzerlerine 1/10
(g/v) oraninda diliisyon olacak sekilde %1,15° lik potasyum kloriir (KCI) ilave edildikten

sonra sogukluklart muhafaza edilerek cam-teflon homojenizatorde 16.000 devir/dk hizda 3

dk homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlarda doku MDA tayinleri yapildi.
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Geri kalan homojenat +4 °C’de 45 dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij edilerek
siipernatant elde edildi. Bu siipernatantlarda ise rediikte GSH, CAT aktivitesi ile protein

Olctimleri yapildi.

2.2. Metot

2.2.1. Beyin Dokusu MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

Beyin dokusu MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark.
[68] tarafindan 6nerilen metoda gore yapildi.

Prensip: Aerobik sartlar altinda ve pH 3,5‘te, doku homojenatinin kaynar su
banyosunda bir saat inkiibasyonu sonucu, lipit peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan
MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu pembe renkli kompleksin 532 nm’de

spektrofotometrik olarak dl¢iimii esasina dayanir.

Ayrraclar

1- Tiyobarbitiirik asit (TBA) ayiraci: 0,25 N HCI igerisinde %0,65 TBA ¢ozdiiriildii.
2- Trikloroasetik asit (TCA) ayiraci: 0,25 N HCI icerisinde %10 TCA ¢ozdiiriildii.
3- Standart (1,1,3,3 tetraetoksipropan): %50 Etanol icerisinde hazirlandi.

Stok standarttan konsantrasyonu 20 nmol/ml olan giinliikk stok hazirlandi. Bu
standarttan belli oranlarda diliisyonlar yapilarak 0.25, 0.5, 1, 5, 10 nmol/ml
konsantrasyonlarda ¢alisma standartlar1 hazirlandi. Calisma standartlarindan 0,5 ml TCA
ve TBA ayraglarindan 1’er ml alinarak kalibrasyon egrisi hazirlandi (Sekil 2).

Tiipler karistirildiktan sonra 95 C°de 30 dk kaynar su banyosunda tutuldu ve
sogutuldu. 3500 rpm’de 10 dk santrifiij edilip iist kisimlar1 pipetlendi. 532 nm’de kore
kars1 okunup standartlardan egri ¢izimi yapildi. Daha sonra ¢aligilan tiim 6rnekler i¢in bu
egri kullanilarak MDA diizeyleri belirlendi. Olciilen beyin dokusu MDA diizeyleri

nmol/ml olarak ifade edildi.
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Absorbans (532 nm)
2 -

0,8

0,4

D T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10

Standart (nmol/ml)

Sekil 2. MDA kalibrasyon egrisi

Yontem

Ornekler igin ayrraglar tiiplere standart egri olusturulurken uygulanan sekilde (0,5 ml
homojenat, 1 ml TBA, 1 ml TCA) hazirlandi ve ayni uygulamalara tabi tutuldu.
Spektrofotometrede 532 nm’de absorbanslar belirlendi ve kalibrasyon egrisi yardimiyla

MDA diizeyleri nmol/ml homojenat olarak hesaplandi.

Hesaplama
532 nm’de okunan 6rnek absorbanslar (OD) standart degerleri kullanilarak asagidaki

formiil yardimiyla degerlendirildi:

MDA (nmol/ml) = (Ornek absorbans1 / Std. absorbans1) x Std. Konsantrasyonu

2.2.2. Beyin Dokusu Rediikte GSH Diizeylerinin Olciimii

Beyin dokularindaki rediikte GSH diizeyleri Ellman [69] tarafindan Onerilen
ditiyonitrobenzoik asit geri ¢cevirim metodu olarak tanimlanan yonteme gore tayin edildi.

Prensip: 5,5 -ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB), siilfiidril bilesikleri tarafindan
rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks olusturulur. Daha sonra bu
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sar1 renkli bilesigin optik dansitesi 412 nm dalga boyunda Olciilerek GSH diizeyleri

saptanir.

Ayrraclar

1. Tris EDTA Tamponu (0,2 mol/ml, pH: 8,9)

2. TCA Ayiraci (% 10’1uk)

3. DTNB (5-5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit) (0,01 mol/L)

Konsantrasyonu 1000 nmol/ml olan stok standart hazirlandi. Bu stok standarttan belli
oranlarda diliisyonlar yapilarak 25, 50, 100, 200 nmol konsantrasyonlarda caligma
standartlar1 hazirlandi. Calisma ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon egrisi Sekil 3 ‘de

gosterilmistir.

Absorbans (412 nm)
0.3 1
0,25 4

0.2 -

0,1 4

0,05 1

EI T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200

GSH (nmol/ml)

Sekil 3. Rediikte GSH kalibrasyon egrisi

Yontem

Homojenat +4 °C’de 45 dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant
elde edildi. 0,5 ml siipernatant ile 0,5 ml TCA ile ¢oktiiriildii ve tekrar 3500 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra iistteki kisimdan 0,5 ml alinip 2 ml Tris EDTA tamponu
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ilave edildi. Daha sonra 0,1 ml DTNB ilave edilerek kanstirildi. 5 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 412 nm’deki absorbanslar1 kore karsi okunarak belirlendi. Elde edilen

degerler umol/g protein olarak sunuldu.

2.2.3. Beyin Dokusu CAT Aktivitesi Olciimii

CAT enzim aktivitesi Aebi [70] tarafindan tarif edilen metoda gore yapildi. CAT
katalitik aktivitesiyle hidrojen peroksit (HxO,)’i parcalayarak su ve oksijene
doniistiirmektedir.

Prensip: Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. Deney ortamina ilave edilecek HO,’nin CAT enzimi tarafindan
parcalanmasi, UV spektrumda bir absorbans azalmasi olarak takip edildi. Absorbanstaki

azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

Ayrraclar
1. Fosfat Tamponu ( pH: 7; 50 mM)
2. H,0, ¢ozeltisi ( % 30)

Yontem

Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna kars1 sifirlanir. Fosfat tamponuna %
30’luk H,O; ilave edilerek absorbans 0,50 oluncaya kadar azar azar ilave edilir.

Numune ilavesi ile 240 nm dalga boyundaki absorbans azalmasi her 30 saniyede bir
2 dakika boyunca kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin

degerleri esas alindi.

Hesaplama

k/dk =k x dk™" = (2.31 x log Okunan Deger 1/ Okunan Deger 2) / 30 sn

2.2.4. Protein Olciimii

Siipernatantlardaki protein miktar tayini ise yine bu siipernatanlarda Lowry ve ark

[71] tarafindan tarif edilen yonteme gore tayin edildi.
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Prensip: Alkali bakir ayiracindaki Cu™ peptid baglar ile kompleks yapmaktadir. Her
7 veya 8 aminoasit artigt 1 atom bakir baglamaktadir. Folin-Fenol ayiraci, bakir ile

muamele edilmis karisima ilave edildiginde olusan mor-mavi renk 650 nm’de okunur.

Ayiraclar
1.  Alkali bakir ayiraci
2. Fenol ayract

3. Bovine serum albumin (150 p/ml)

Yontem

1/100 oraninda sulandirilan doku Orneginden ve alkali bakir ayiracindan 1’er ml
almarak karistirilir, oda 1si1sinda 10 dk bekletilir. 4 ml fenol ayiract ilave edildikten sonra
kaynar su banyosunda 55 °C’de 5 dk bekletilir. Inkiibasyon sonucunda hemen sogutularak

absorbanslar1 650 nm’de kore karsi okunur.

2.2.5. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen veriler “SPSS for Windows 11.5 paket programi
kullanilarak degerlendirildi. Normallik testleri yapildi ve veriler nonparametrik test
varsayimlarina uydugu i¢in gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi ve
ardindan gruplar arasi karsilastirmalar i¢in Tukey HSD testlerine tabi tutuldu. Canlh
agirliklardaki degisimler ise nonparametrik testlerden Wilcoxon testine tabi tutuldu.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edildi ve p<0,05 degerleri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Canh Agirhik ve Makroskopik Bulgular

Calismaya alinan sicanlara ait baslangi¢ ve bitis canli agirlik degisimleri Tablo 3’te
gosterilmistir. Arastirmada kullanilan siganlarin baslangic agirliklari homojen olarak
olusturulmus ve ortalama 230-250 g araliginda olan hayvanlar kullanilmistir. Kontrol,
melatonin ve TCDD grubu ratlarda baslangi¢ agirliklar ile deneylerin sonunda oSlgiilen
agirliklar arasinda istatistiki olarak bir artis (p<0,05) olmasina karsilik TCDD+Melatonin
grubunda ise deneylere baglanan agirliklarda herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir.
Caligsma siiresince kontrol grubu ve TCDD+Melatonin gruplarinda 1’er hayvan sirasiyla 14
ve 15°nci giinlerinde Olmiislerdir. Geri kalan hayvanlar ¢alismanin bitimine kadar saglikli
bir sekilde yasamalarim siirdiirmiis ve dekapite edilmislerdir. Laparatomi yapilarak acilan
i¢c organlarinda ve kafatasi agilan hayvanlarin beyin dokularinda herhangi bir makroskobik

patolojik duruma tiim gruplarda rastlanilmamustir.

Tablo 3. Arastirmaya alinan ratlarin canli agirhiklari.

Gruplar Baslangic canli agirhg (0. giin)  Bitis canh agilig: (30. giin) P degeri
Kontrol 239,8+9,86 279,348,31 0,028
Melatonin 229,4+15,19 268,2+11,05 0,018
TCDD 234,1x12,00 260,0£16,08 0,028
TCDD+Melatonin ~ 253,0+17,72 247,1£29,11 0,917

3.2. Biyokimyasal Parametreler

3.2.1. Beyin Dokusu MDA Diizeyleri

Beyin dokusu MDA diizeyleri Sekil 4’te sunulmustur. Kontrol grubu MDA
diizeylerinin 10,58+0,61 nmol/ml homojenat olarak belirlendigi buna karsilik tek basina
TCDD verilen grupta ise bu diizeylerin anlaml1 bir sekilde artarak 23,97+1,44 nmol/ml
seviyelerine ciktig1r goriilmistiir. Aymi sekilde tek basina melatonin verilen grupta ise

17,93+0,48 nmol/ml degeriyle kontrol grubuna gore yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tek



basina TCDD verilen grupla karsilastirildiginda TCDD+Melatonin grubunda MDA
diizeylerinin anlamli bir sekilde (p<0,001) azaldig ve 15,95+0,87 nmol/ml degerlerinde

oldugu belirlenmistir.

30 - MDA (nmol/ml) .
. T
a I T
15 T 1
10 - T
5 -
0
S $ N $
(,\\' \Oo &O \Oo
+ & &
S o§
®
A

Sekil 4. Gruplara ait beyin dokusu MDA diizeyleri (p<0.05).

3.2.2. Beyin Dokusu Rediikte GSH Diizeyleri

Beyin dokusu rediikte GSH diizeyleri Sekil 5’te sunulmustur. Calismaya alinan
hayvanlardan kontrol grubu ratlarda GSH diizeylerinin 1,30+0,22 nmol/g protein oldugu
buna karsilik tek basina TCDD verilen grupta ise 0,87+0,04 nmol/g protein diizeylerine
indigi  belirlenmistir. Tek basmma TCDD verilen grupla Kkarsilastirildiginda
TCDD+Melatonin verilen grupta 0,87+0,06 nmol/g protein ayn1 degerler tespit edilmistir.
Tek basina melatonin verilen hayvanlarda beyin dokusu GSH diizeylerinin ise 0,99+0,08

nmol/g protein olarak tespit edilmistir.
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Sekil 5. Gruplara ait beyin dokusu rediikte GSH diizeyleri (p<0.05).

3.2.3. Beyin Dokusu CAT Aktiviteleri

Arastirmaya alinan hayvanlarin beyin dokusu CAT aktivitelerine ait sonuglar Sekil
6’da sunulmustur. Kontrol grubu ile karsilagtirldiginda tek basina TCDD verilen grup
arasinda bir artis (swrasiyla 2,78+0,87 ve 3,66+1,32 ku/g protein) oldugu ancak bunun
anlamli olmadig1 (p>0,05) belirlenmistir. Aym sekilde melatonin ve TCDD+Melatonin
gruplarinda da kontrol grubuna gore herhangi bir farkliligin olmadig (p>0,05) tespit

edilmistir.

25



CAT (ku/g protein)

5 -
a
a
4 T T
a
a L 1
T
37 T T
L
2 .
1 .
0
Kontrol Melatonin TCDD TCDD+Melatonin

Sekil 6. Gruplara ait beyin dokusu CAT aktiviteleri (p>0.05).
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4. TARTISMA

Cevresel bir kirletici ve canlilar icin toksisitesi iyi bilinen TCDD’nin merkezi sinir
sistemi {izerine olan olumsuz etkileri iyi bir sekilde bilinmektedir. Bu madde ile basta
kemiriciler olmak iizere bir¢cok hayvan tiirlinde toksisite ¢alismalart yapilmis ve ozellikle
sinir sistemi [32,72,73], iireme organlar1 [74,75], endokrin sistem [76] ve diger bircok
sistemde belirgin zehirli etkiler meydana getirdigi bildirilmektedir. Ratlarda yapilan
calismalarda TCDD’nin subakut ve kronik toksik etkilerini 46 ng/kg dozlarinda gosterdigi
bildirilmektedir [32]. Kronik ¢alismalarda genellikle bu dozdan daha yiiksek diizeylerde
TCDD verilerek belirgin hasarlar olusturulmustur [77]. Bu calismada TCDD’nin dozu
beyinde belirgin bir oksidatif stres olusturmak amaciyla 500 ng/kg gibi yiiksek bir doz
olarak belirlenmis ve 30 giin siireyle subakut bir toksisite olusturulmaya caligilmistir.

TCDD ve benzeri bilesiklerin canlilarda yem tiikketimini ciddi bir sekilde azalttig1 ve
sonucta canli agirlik kazancinda azalmalara neden oldugu ileri siiriilmektedir [78].
Hassoun ve ark. (2004) yaptiklarn1 calismada 46 ng/kg TCDD uygulanan ratlarda canh
agirlik artiglarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir degisiklik gostermedigini
bildirmisglerdir [32]. Tarafimizdan yapilan bu calismada, Tablo 3 incelendiginde tek basina
TCDD verilen grupla kontrol grubu arasinda canli agirlik bakimindan bir fark oldugu
ancak bunun anlamli olmadigi; buna karsin TCDD+Melatonin verilen grupta ise canl
agirliklarin - baglangic ile arastirmanin sonu arasinda higbir farkliligin  olmadigi
goriilmektedir. Yukaridaki arastiricilara paralel olarak aragtirmaya alinan hayvanlarda canlt
agirliklarinin yem tiiketimi iizerine muhtemel olumsuz etkilerinden dolay1 azalabilecegi
kanaatine varilmistir.

TCDD ve benzeri bilesiklerle olan zehirlenmelerde oksidatif stresle ilgili cok sayida
arastirma yapilmistir [32,72,74]. Laboratuvar hayvanlarina tek doz veya tekrarlanarak
uygulanan dioksin benzeri bilesiklerin reaktif oksijenlerin iiretimini artirdigi, DNA
hasarlar1 olusturdugu ve hiicrede membran akiciliginda azalmalar gosterilmistir [32,72].
Oksidatif stresin indiiklendigi ratlarda yapilan calismalarda 6zellikle beyin ve karacigerde
siiperoksit anyon iiretiminde, lipid peroksidasyonunda ve DNA tek zincir kirilmalarinda
onemli artiglar gosterilmistir [65].

Beyinde TCDD’nin serbest radikal olusturma giicii aym sekilde bu stres faktorleriyle

iliskili olan antioksidan enzimlerin de etkilenmelerine ve dolayisiyla singlet oksijen,



siiperoksit anyonu ve hidroksil anyonlarinin olusumlarinin farkli olmalarina yol
acabilmektedir [32,72].

Lipit peroksidasyonun en énemli gostergelerinden olan malondialdehit diizeylerinin
ozellikle serebral korteks ve hipokampusta TCDD tarafindan 6nemli diizeylerde artirildigi
ve beynin diger bolgelerinin ise fazla etkilenmedigi belirtilmistir [33]. Bu ¢aligmada 500
ng/kg dozda TCDD’nin 30 giin siireyle uygulanmasi, tiim beyin dokusunda 6nemli
derecede MDA diizeylerinde artislara neden olmustur. Yukaridaki arastiricilarin
goriislerine paralel olarak TCDD uygulamalarinin hiicre membranlarinda serbest radikal
olusumunu artirarak, MDA diizeylerinde artislara yol a¢makta ve sonucta lipit
peroksidasyonuna neden olmaktadir.

GSH memelilerin antioksidan biyolojisinde ¢ok ©6nemli bir rol oynamaktadir.
Dokularda GSH diizeylerinin azalmasi bir¢ok patolojik olayin varligina isaret etmektedir
[79,80]. Ayrica vitamin C ve tokoferol gibi diger antioksidan sistemlerin yenilenmesi
izerine olan etkilerinden dolayr bu antioksidanlarin durumunu da etkileyebilmektedir
[80,81]. GSH diizeylerinin ksenobiyotiklere kars1 verdigi tepki bazen azalarak bazen de
yiikselerek kendini gosterebilmektedir. Ozellikle ¢ok diisiik miktarlarda toksik ajanlara
maruz kalinan durumlarda, GSH olusumunun arttigi, ancak yiiksek dozlardaki ajanlara
kars1 ise tiikenmeye bagli olarak miktarlarinda azalmalar goriildiigii bildirilmektedir [80].
Bu calismada TCDD’nin yiiksek dozlarda uygulanmasina bagh olarak GSH diizeylerinin
glutatyon peroksidaz iizerindeki inhibisyonuna ve muhtemelen tilkenmeye bagli olarak
anlamli bir sekilde azaldig goriilmektedir (Sekil 5).

Aerobik hiicrelerin peroksizomlarinda bulunan ve hidrojen peroksiti su ve molekiiler
oksijene doniistiiren CAT, enzimatik antioksidan sisteminin Onemli bir pargasi olarak
kabul edilmektedir. Antioksidan enzimler icerisinde en yiiksek doniistiirme giicline sahip
bir enzim olup bir molekiil CAT 1 dakikada yaklasik 6 milyon molekiil hidrojen peroksidi
su ve oksijene doniistiirebilmektedir [37]. Ksenobiyotikler diger antioksidan enzimler
lizerine oldugu gibi katalaz aktivitesini de inhibe etmektedirler. Ozellikle karaciger [82],
testis [74,75] akciger [83] gibi organlarda CAT aktiviteleri cok yiiksek diizeyde aktivite
gosterirken, beyin dokusunda bu enzimin aktivitesi oldukc¢a diisiik diizeylerdedir. Bu
calismada TCDD kontrol gruplariyla karsilastirildiginda zaten diisiik olan beyin dokusu
CAT aktivitesi iizerine herhangi bir farklilik gostermemistir.

Antioksidan savunma sistemi genel olarak enzimatik antioksidan enzimler ve

dogrudan serbest radikal siipiiriicii kiiciik molekiil agirlikli  molekiiller olarak
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siniflandirilabilir. Toksik maddelere karsi ilk olarak antioksidan enzimler savunma
olustururlar [84,85]. Antioksidan enzimlerin aktivasyonu antioksidan enzim mRNA
sentezinin neticesiyle baslar, sonucta enzim uyarilir. Melatoninin dolayli antioksidan
etkileri bu maddeye spesifik reseptorleri ile olugabilmektedir. Hiicrede hem membranlarda
(MT1 ve MT2) hem de cekirdekte melatonin reseptorleri belirlenmistir [85,86]. Asil
antioksidan enzimler SOD, CAT, GSH-Px, GRd ve glutatyon—6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD)’dir. Melatonin MT1ve MT?2 reseptorlerinin aktivasyonuyla once inhibitor G
proteini vasitatiyla fosfolipaz C yolagini uyarir. Sonugta protein kinazin fosforilasyonuyla
kalsiyum yogunlugunda artig goriiliir ve nihayetinde SAMP cevabinda artiglar goriiliir. Bu
yolaklarla gen transkripsiyonu diizenlenir ve antioksidan ozellikler olusabilmektedir.
Hiicrede ROS iiretimindeki artislar yangiya neden olacak sekilde genlerin salinimina neden
olurlar. Sonucta melatoninin dogrudan serbest radikal kovucusu, dolayli antioksidan
etkileri ve antiinflamator etkileriyle toksik maddelere kars1 faydali etkileri
olusabilmektedir [85,86].

Bu calisgmada TCDD tarafindan beyin dokusunda olusturulan MDA diizeylerindeki
artislar melatonin tarafindan azaltilarak iyilestirilmis ve azalan GSH diizeyleri de buna
karsilik yiikseltilmistir. Bu sonucglar daha onceki bulgulara paralellik gostermekte ve

melatoninin serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri ve antioksidan giiciiyle agiklanabilir.
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5. SONUC

Sonug olarak, TCDD verilen hayvanlarin canli agirlik artislarinin azaldigi ve bunun
muhtemelen yem tiiketimindeki azalmalarla olustugu, lipid peroksidasyona neden olan
MDA diizeylerinin arttigi, GSH diizeylerinin azaldigi ve CAT aktivitelerinin ise
etkilenmedigi, buna karsin melatonin verilen gruplarda ise ozellikle MDA ve GSH
diizeyleri agisindan olumlu sonuglar alindigr ve melatoninin iyi bir antioksidan 6zellik

gosterdigi goriilmiistiir.
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